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■ 1 filJSSOS^ 

Mittel zur Diagnose und zur Therapie von TunorerlcranXiingen 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue Wege Czur BeKampfung von 
Tumorerkrankungen durch Ausnutzung - molekularbiologischer 
. zusanunenhange bei der Tu^orentstehung . Sie betrifft xxa exnzelnen 
ein Mittel zur Diagnose von Tumorerkrankungen , und darauf 
aufbauend ei.n Mittel zur Therapie. Si* betrifft ferner das neue 
^ Protein Conduct, seine Mutanten und varianten sow^e Texle 
® aavon, die dazu analogen cDNA-Seguenzen und deren Vervendung xn 
aentherapeutischen und pharmakologischfen Verfahren. 
gentnerape ^ Erfin dung sind die Medizin und die 

, Anwendungsgebxete der trxxnuuny 

pharmazeutische Industrie. 

cadherine und Catenine bilden : zella^asionskoinplexev die >n 
Cadherxne una • Anheftung der Zellen anexnander 

a B- und r-catenin sind zytoplasma t ie<*e K o»ponenten, die die 

Aktin-ZYtoskelett: verbinden. Neben der 
cadherine £ ^ Catenl ne aucn ein* 

T 'Jrt bei signaltransduKtionsprozessen. b-Ca t enin 
enteche.dende RoUe ^ ,L, loq e se^entpolari^-Cenproduk* 
in vertebraten und ^ en ^ingiess-signalwe, 

Armadillo in DrospMla 1997) . Dles fuhrt zu 

stabilisiett (Nusse, R.. Cell 89. 321 cadherin 
einer Br,— . *^~^^ s ^ n i„ -i* HMC- 

gebundenen Fra^ion d.eser . weonselwirXen 
Transcriptions* aKtoren ^ der^ ^^^iUo in den ZellHem 
kSnnen. Us Resultat wxr LEF/TCF-Proteinen an DNA 

transporter*. «P - et . al.. 

bindet und bestxmmte Gene aktxvxer 

382, 638-642, 1996). 

* . * oniie bei der Tumorentstehung . 
Dleser Signal spiel, aucn el ne Relief ^ ^ ^ b _ 

in Kolonepithelzellen wl rd der zytop 
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Catenin durch das Turoorsuppressor-Genprodukt APC (Adenomatosis 
Polyposis Coll) streng reguliert. Mutationen von APC, wie sie in 
etwa 80% a Her Kolonkarzinome auftreten, fiihren zu verkurzten 
Fonnen des APC Proteins, die nicht mehr in der. Lage sind B- 
Catenin zu destabilisieren. Dadurch findet man in diesen Tumoren 
perroanente Komplexe von S-Catenin mit dem HMG-rTranskriptions- 
faktor TCF-4, welche filr die Transformation der Zellen 
verantwortlich gemacht werden. piese Theorie wird gestiltzt durch 
den Kttrzlichen Befund, da5 in Tumoren, in denen APC nicht 
verandert ist, Mutationen von B-Catenin auftreten. Diese fiihren 
ebenfalis zur zytoplasmatischen Stabilisierung von B-Catenin und 
zur Asso2iation mit LEF-l/TCF-Faktoren (Mbrin, P.J. et. al . , 
Science 275, 1787-1790) . . 
Die Erfindung hat das Ziel, einen neuen.Weg zur Verhinderung der 
Tumorentstehung zu finden. Der Erfindung liegt die Aufgabe 
zugrunde, ein Verfahreri zur Kontrolle der Regulation von B- 
Catenin in Korper zellen zu entwickeln. 

Gegenstand der Erfindung ist ein. neues protein, welches an B- 
Catenin bindet und zu . dessem zytoplasmatischen Abbau fQhrt. 
Dieses Protein hat die Ami nosfiur esequen z gem£B r Abb- 1. und wurde 
als CONDUCTIN bezeichnet. 

Das Erfindung beruht nun auf der eigenen Erkenntnis, daB 
Conductin iiber eine B-Catenin^Bindungsdomane an fi-Catenin, uber 
eine GSK 30-BindungsdomSne an GSK 36 und uber eine sogenannte 
RGS-Domane (Regulator of G-Protein Signalling) an APC-Fragmente 
bindet. Dadurch kommt es zum zytoplasmatischen Abbau von &- 
Catenin und in Vertebraten zur Blockade des Wnt/Wingless- 
Signalwegs, Damit ist klar, daB Conductin ein wichtiger 
Regulator der B-Catenin-Funktion ist und im Zusammenspiel mit 
APC zur Tumorsuppression beitragt. 

r 
< 

Davon abgeleitet betrif ft die Erfindung ein Mittel zur Diagnose 
von Tumor erkrankungen , welches dadurch geKennzeichnet ist, dafi 
das Vorhandensein und die Menge von Conductin, seiner Mutanten 
und Varianten oder seiner Teile in Korperzellen nachgewiesen 
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wird. Dieser Nachweis kann auf def Proteinebene ndt spezifischen 
Antikorpern durchgef unrt werden, speziell mit monoklonalen 
Antikorpern . 

Die Diagnose von Tiimorerkrankungen kann gemafi der Erf indung auch 
auf der Genebene erfolgen. Dazu werden mit aiisgewahlten Primem 
und cDNA-Sonden, die aus der Gensequenz des Conductins 
abgeleitet sind, 

- das Gen/ das fur Conductin , seine Mutanten und Varianten oder 
Teile davon kodiert, bzw. 

- ttiRNA^Sequenzen, die von diesen Genen. abgelesen werden, 

nachgewiesen- 

Das erfindungsgemaSe Mittel zur Therapie von Tumor erkrankungen 
enthalt Substanzen, die die Wirkung des Conductins im Korper 
aktiviereh/reaktivieren. Das sind vor alleiu Mittel , die den 
Genproiuoter des conductins aktivieren bzw. Mittel, die die 
Stabilitat der von den Conductin-Genen abgeleiteten m-RNA- 
Sequenzen erh6ht. Das Hauptziel aller dieser Mittel besteht 
erfindungsgemaB darin, die Aktivitat des Conductins xn den 
KorperzeuL zu erhohen. Dazu ko^eh u. a/ kleinmolekulare 
aS^zen in Betracht, die z, B. durch Hign-Througput-Nu.ber. 
screening gefundon werden. 

Die Eriindun, umfaBt auch gentberapeutisoh. Mittel . enthaltend 
^ene die far Conductin. seine Mutanten und Varianten Oder Texle 
S b2 w. ^-Seguenzen. die von diesen Oenen 

. abgelesen werden. • ; 

t U(H . ferner das neue Protein Conductin 

Unte I "txo - i. ^Mutanten un<» varianten sowi 

genaB Abt>. 1 - SSQ ID No. i. ^ -.Useguenzen sind die 

Teile davon. Besonders bevorzugte & 36 . 

^inosauren 78-200- (1*8.) - SEQ^ID No. 2 tenin _ 

x _ SEO ID. NO. J, v 

Bindungsdomane) 1D No 4 und 783-833 (Dishevelled 

Bindungsdomane) - SEQ ^ v ^ Sctiutzum f ang gehoren auch 

T 9i T° n U ^--is Poliposis Coli 
Teilsequenzen aes 
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gekennzeichnet durch die Aminosauresequenzen 1464-1604, 1516- 
1595, 1690-1778 und 1995-2083 als RGS-Domanen- Inter akt i onsorte . 

GleichermaBen beansprucht werden die analogen cDNA-Sequenzen , 
insbesondere die voile cDNA-Sequenz des Conductins (Basenpaare 
1-2825) gemaB Abb. 2 - SEQ ID No- 6 sowie die Teilsequenzen des 
Conductins der Nukleotidfoige 446-814 ( RGS-Genabschnitt ) - SEQ 
ID No. 7, der Nukleotidfoige 1241-1402 ( Genabschnitt der GSK 3B- 
Bindungsdomane) - SEQ ID No. 8, 1403-1609 (Genabschnitt der 6- 
Catenin-Bindungsdomane) - SEQ ID No. 9 und der Nukleotidfoige 
2561-2713 (Genabschnitt der Dishevelled Horaqlogie-Region) - SEQ 
ID No. 10. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Ausfuhrungsbeispieie 
naher erlautert. . 

Conductin wurde durch einen Hefe 2 -Hybrid Screen als S-Cateniri- 
Interaktionspartner identif iziert. Die vollstandige cDNA-Sequenz 
wurde daraufhin . isoiiert und sequenziert. Die abgeleitete 
Ajnihosauresequenz von Conduction ist in Abb. 1 gezeigt, die 
Nukleotidsequenz in Abb. 2 und die Gegenuberstellung von 
Aittinosaure- und Nukleotidsequenz in Abb. 3. conductin besteht 
aus 840 Aminosauren und hat eih Molekulargewicht von 92,8 kDa. 
Durch sequenzvergleiche wurde im Conductin eine RGS-Domane 
(Aninosauren 78-200) und eine zu dem Protein Dishevelled 
verwandte Domane (Aninosauren 783-833,- Dishevelled Homologxe- 
Region) identif iziert (Abb- 1-3). Die GSK 33- und B-Catenin- 
Bindungsdomanen (Anunosauren 343-396 ■ bzw. 397-465) warden durch 
Interaktionsstudien i> 2-Hybr id-System entdeck^ (Abb. 4 . Es 
zeigte sich, daB diese Doruanen ausreichend und notwendxg far dxe 
BinLg an GSK 3B b*w. B-Catenin sind (Abb. 4), wohmgegen dxe 
RGS- und Dishevelled Hcnologie-Region nicht beteiligt sxnd. Die 
Wachselwirkung von Conductin g GSK 3B *zw. B-Caten^ wux :de 
auch in co-li^unprazipitationsexperimenten bxochemxsch bewiesen, 

Die Wirkung von Conductin auf B-Catenin wurde in SW480 Zellen 
untersucht. In diesen Zellen ist das Tumor-Suppressor-Genprodukt 



3415381 



PATENTST BIOTEZ 



^9415381 
r~ .\0I SEP 



'98 



13: 10 



m 



APC mutiert, wodurch es zu einera Anstieg des cytoplasmatischen 
und vor all em nuklearen Gehalts . von B-Catenin komrat. Die 
Einbringung von Conductin in diese Zellen fuhrt zu einem 
drastischen Abbau von B-Catenin, wodurch die Zelle yon 
cytoplasmatischem und in zeilkern befindlichen B-Catenin 
depletiert wird (Abb. 4). Diese wirkung auf den Gehalt von S- 
Catenin ist gleich stark wie die von nichtmutiertem APC, woraus 
geschlossen werden kann, daB Conductin ebenfalls als 
Turaorsuppressor durch Regulation von B-Catenin wirkt. Es wurde 
auBerdem gezeigt, daB Conductin den Wnt/Wingless-Signalweg auch 
in Xenopus-Embryonen durch seine Wirkung auf B-Catenin hemmt. 

Es wurde auBerdem f estgestellt, daB Conductin mit APC direkt 
interagiert. APC-Fragroente von Aminosaure 1464-1604, 1516-1595, 
1690-1778 und 1995-2083 wurden als Interaktionsstellen fur 
Conductin identif iziert. In Conductin erfolgt die Bindung an APC 
uber die RGS-Domane; dieser Bereich ist ausreichend und 
notwendig far die interaktion . Die anderen Domanen in Conductin 
sind nicht beteiligt (Abb. 4)- 



0 
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Legende zu den Abbildungen : 
Abb. I - . " . 

Aminosau reseauenz von Conductin 

Die Conduct in cDNA kodiert ein Protein, yon 840 Aninosaurein rait 

einein berechneteu MuleKuldiqewicht von 92,8 KDa . Die RGS-Donane 
(doppelt unterstrichen), die B-Catenin-Bindungsdomane (einfach 
unterstrichen) und die Dishevelled Homologie-Region sind durch 
Fettdruck hervorgehoben . 

&fcb, 2 . 

Nukleotidseauenz von Co nductin von Position 1-282.5 
Die sequenzbereiche sind analog zu Abb.l markiert. 
AbJa J _2 . 

^nflhprstpnnno von Emi no< ;anre- und Nuk^oti ^aliens VQn 
Conductin . '. 

fnal yse de r Tnterakt^n von Con tftlCtin und ^ejnen TeilSn TO 3. t fi- 
f ffi «--njm apc und GSIL^B. 

Das Conductin Protein und abgeleitete Teilstucke sind 
schematise** dargestellt. Hervorgehoben sind die RGS-Domane 
(RGS) die GSK 3B-Bindungsdomane (GSK BD) und die B-catenin- 
Bindungsstelle C*-BD) . Die Interaktion nit S-Catenin mit den APC 
Fragmenten von A.inosaure 1464-1604 (APCfr l ) • und 
(APCfr. 2) and GSK 36 wurde im Hefe 2-Hybrxd Assay untersucht 
und als B-Galaktosidase Einheiten quantif i.iert . Man erkennt, 
daB die Bindung an B-Catenin auf die B-Catenin-Bindungsstelle 
hesC hrankt ist, die anderen Teile.des Proteins tragen dazu nicht 
^ oT^yso zeigt auBerde* die ausschlieBliche Xnteraktion 
von APC .it ^ r RGS— Domane von Conductin. Vergleichbare 
E^ebnTsse ,ar die Bindung an die RGS-Do^ne wurden .it APC. 
SSL von A^ure l.io-177. und ^-2033 erhalten. Der 
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Abbau von B-Catenin in SW480 Zellen durch Conductin wurde nach 
transienter Expression der angegebenen Proteins und 
Immunf lucres zen z-Fcirbung von B-Catenin analysiert. Nur 

Teilstticke von Conductin, die an B-Catertin binden, fiihren 
dessen Abbau. Die Analyse zeigt schlieBlich die Bindung von GSK 
3B an die GSK 3B-Bindungsdomane von conductin- 



9415381 



PATENTST BIOTEZ 



,94*5391 

J A 01 SEP '98 13 



8 

Paterrtansprtiche 

■1. Mittel zur Diagnose von Tumoren, enthaltend eine Substanz, 
mit der 

- conductin, seine Mutanten und Varianten Oder. "Telle davon bzw. 

- Gene, die Mr Conducting seine Mutanten und Varianten Oder 
Teiledavon kodieren, b2W. 

- m-RNA-Sequenzen, die von diesen Genen abgelesen werden, 

nachgewiesen weirden- 

2 Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1, enthaltend 
^spezifische Antikorper gegen Conductin, seine varianten Oder 

Mutanten oder Teile davon. 

3 Mittel zur Diagnose von Tumoren nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekenrizeichnet, da* die spezifischen Antikorper 
monoklonale Antikorper sind. 

4 Mittel zur Diagnose von Timoren nach Anspruch 1, enthaltend 
Korrespondierende oiigonuXleotid-Pr^er bzw. DNA-Sonden zun 
Nachweis der Gene und deren Mutationen. 

5 Mittel zur Diagnose von TU»oren nach Anspruch 1 , en^altend 
Lrrespondierende oligonukleotid-Pri.er bzw. DNA-Sonden zu» 
Hachweis der RNA-Seguerizen- 

.Mittel zur Therapie von Tumoren, enthaltend eihe Substanz , 
6. Mittel zur inerapj. aktiviert/reaktiviert. 
die die Wirkung des Conduct ins im Korper aktwiert/ 

7 Mittel nach Anspruch enthaltend eine Substanz, die den 
Genproiuoter des Conductins aktivxert. 

enthaltend eine Substanz , die die 

8 Mittel nach Anspruch 6, entna^ 
Stabilitat der mRNA-Sequenzen erhoht. 

v, Ansoruch 6 /enthaltend eine substanz, die die 
9. Mittel nach Ansprucn o, 
Aktivitat des conductins erhoht. 
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10. Conductin, seine Varianten und Mutanten sowie Teile davon. 

11. conductin nach Anspruch 10 , , gekennzeichnet durch die 
Aininosauresequenz 1-840 gemaB Abb. 1 (SEQ; ID No. 1) , wobei Abb. 
1 Bestandteil dieses Anspruchs ist. 

12. Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet: 
durch die Aininosauresequenz 78-200 (RGS-Domane) der Abb. 1 (SEQ 
ID. NO. 2) . 

13 Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Aininosauresequenz 343-396 (GSK 3B) der Abb. 1 (SEQ ID 



No. 3) . 



14 Teilsequenz des Conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 
durch die Azuinosauresequenz 397-465 (B-catenin-Bindungsdpmane) 
der Abb. l (SEQ ID No. 4) - 

15 Teilsequenz des conductins nach Anspruch 10, gekennzeichnet 

lurch die J^i*^ 
Region) der Abb .1 ( SEQ ID No 5). 

\ 6 . . reil se<,uon.en aes ^si, ^1 
, durch die Aioinosauresequenzen 1464-1604 , 

XV. cDNA-Se W nz von con.uc.ln, seiner VVarianten. ooer Mutagen 
oder Teilen davon. 

conductins der Nukleotidfolge 1-2825 der 
18. CDNA-Sequenz des «^ 2 Bestandte il dieses Anspruchs 
Abb. 2 (SEQ ID No. 6), wobei add. 



ist. 



ronductins der Nukleotidf olge 446-814 
19. cDNA-Teilsequenz des conducting 
CRGS-Cenabschnitt) der Abb. 2 (SEQ. ID No. 7) . 
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20. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidfolge 1241-1402 
(Genabschnitt der GSK 3fl-Bindungsdoman ) der Abb. 2 CSEQ ID No. 

8). 

21. cDNA-Teilsequenz des conductins der Nukleotidfolge 1403-1609 
(Genabschnitt der 6-Catenin-Bindungsdomane) der Abb. 2 (SEQ ID 

No. 9) . 

22. cDNA-Teilsequenz des Conductins der Nukleotidfolge 2561-2713 
(Genabschnitt der Dishevelled Homologie-Region) der Abb. 2 (SEQ 
ID. NO. 10). 

23. Verwendung des Conduct in-Gens fur die Gentherapie von 
Txunorerkrankungen , dadurch gekennzeichnet , daB ein Vektor mxt 
dem Conductin-Gen konstruiert wird, anschlieflend ein Gentransfer 
in den menschlichen K6rper erf olgt und da TO it die Aktivitat des 
Conductins in Korperzeilen wiederhergestellt wird. 
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Zusammenf assung 



Die Erfindung betrifft neue- Wege zur Bekampfung von 
Tuinorerkrankungen durch Ausnutzung molekularbiologischer 
Zusammenhange bei der Tumorentstehung. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren zur 
Kontrolie der Regulation von B-Catenin in Kfirperzellen zu 
entwickeln- 

Gegenstand der Erfindung 1st ein neues Protein, welches an B- 
Catenin bindet und zu dessem zytoplasmatischen Abbau fuhrt. 
Dieses Protein hat die Aminosaureseguenz gemaB Abb. 1 und wurde 
als CONDUCTIN bezeichnet. 

vom Vorkomuen und der wirkung des Conductins in Korperzellen 
abgeleitet werden Mittel zur Diagnose und zur Therapie von 
Turoorerkrankungen entwickelt. 
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Abb. 1 
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